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COMPOSITIONS POUR L • APPLICATION 
EN THERAPEUTIQUE HUMAINE, CARACTERISEES PAR 
L« ASSOCIATION D'UN MURAMYL-PEPTIDE A UNE CYTOKINE 

Les interferons (plus particulierement 
!• interferon a) sont secretes par les leucocytes. lis 
sont a ce titre classes parmi les cytokines, mediateurs 
produits major itairement par les cellules du systeme 
imiaunitaire. D'une fa?on g6nerale, les cytokines 
peuvent etre consid6rees comme des hormones 
caracteristiques du systeme immunitaire. La possibility 
de produire des cytokines par recombinaison gen6tique a 
ouvert la voie a des etudes plus elaborees des 
comport ements de certaines de ces cytokines, notamment 
d ' interferons recombinants chez 1' animal. Parmi les 
interferons, le plus etudie est 1» interferon a (IFN a) 
qui se subdivise en IFN a 2a, IFN a 2b et IFN 2c. 

En particulier, I'activite antivirale de certains 
interferons de souris, et meme la potential isat ion de 
cette activite chez la souris par certains derives de 
la N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine (MDP) ou 
d"homologues de ceux-ci ont deja ete mises en evidence. 
En revanche, comme I'indique F. Dianzani dans son 
article intitule "Interferon Treatments: how to use an 
Endogenous System as a Therapeutic Agent" {Traitements 
par 1« interferon : Comment utiliser un systeme endogene 
en tant qu' agent therapeutique) dans le "Journal of 
Interferon Research, Special Issue, May 1992, Mary Ann 
Liebert, Inc., Publishers, pp. 109-118, les nombreux 
essais cliniques tenths chez I'homme avec des 
interferons ont et6 "plus que decevants". En effet, 
bien que les essais chez 1' animal paraissaient ouvrir 
des potentialites therapeutiques 6tendues, leurs effets 
secondaires mal controles n'ont autorise a ce jour leur 
utilisation que dans un nombre restreint d ' indications 
therapeutiques. Aussi a-t-il ete propose a ce jour de 
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n'utiliser I'IFN a 2a que dans un nombre reduit de 

i 

"niches" comine 1 • indique aussi le "Scripts Cytokines 
Report", PJB publications Ltd. 1993, a propos des 
difficultes rencontrees dans 1 'application en 
therapeutique humaine des interferons : 

a) dans le traitement des cas d* hepatites B et C les 
plus graves. Les traitements consistent en 
administrations quotidiennes ou a raison de trois 
fois par semaine de 5 a 10 millions d* unites 
pendant 3 a 6 mois. Des resultats positifs sont 
observes dans 30 i 40% des cas ; 

b) dans le domaine du cancer, le traitement de la 
tricholeucemie chevelue (Hairy Cell Leukemia) et 
de la leucemie chronique mySlogene, les 
applications envisagees sont le SIDA, le syndrome 
de Kaposi, le myelome multiple, le m^lanome et 
certains types de carcinome* 

La gravite de ces syndromes est telle qu'elle a 
aussi entrain^ 1 'acceptation des graves effets 
secondaires accompagnant 1 'utilisation de I'IFN a en 
therapeutique humaine. Quatre vingt dix huit pour cent 
des patients ainsi traites souffrent en effet d'un 
syndrome grippal, souvent extremement severe, 
accompagne de nausees, de vomissements, de troubles du 
systfeme nerveux central et periph6rique et de troubles 
cardiaques. Ces effets, sont attribu^s au moins en 
partie h 1' induction par 1' interferon de mediateurs 
pyr6tiques qui pourraient etre l'IL-1 et des 
prostaglandines dont la production serait activee par 
1 ' interferon. II s'y ajoute des acces de fatigue, 
d'anorexie, de perte de poids, qui pourraient etre lies 
au moins en partie a la production de TNF et/ou 
1' expression accrue de recepteurs de TNF egalement 
induits par les interferons. Toute procedure qui 
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optimiserait les effets benefiques des interferons ou 
des cytokines therapeutiquement utiles, tout en 
optiiaisant aussi les productions ou I'activite des 
cytokines ou d'autres mediateurs biologiques 
indesirables telles que IL-1, IL-8 et/ou TNF 
(abreviation de 1' expression anglaise "Tumor Necrosis 
Factor" ou facteur de la necrose tumorale) , ne pourrait 
etre que vouee h un 6chec certain* 

Enfin les administrations d • interferons 
s ' accompagnent souvent de fortes leucopenies et 
thrombopenies accompagnees d'un blocage de la 
maturation de precurseurs myeloides. Ces phenomenes 
entrainent la necessite d ' interrompre periodiquement 
les traitements a base d » interferons , pour chaque fois 
autoriser une regeneration de la formule sanguine. 

Autant d ' inconv6nients qui, jusqu'i ce jour, 
n'autorisent pas une exploration des possibilites 
r6elles d' utilisation des interferons en therapeutique 
humaine, hormis pour le traitement des quelques 
syndromes rappeles plus haut. 

Des difficultes semblables sont rencontr§es avec 
d'autres cytokines dont I'interet therapeutique serait 
certain s^il etait possible de remedier a ces 
difficultes. II en serait ainsi par exemple de IL-2, 
IL-3, IL-6, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, etc... de TNF et de 
l'IL-1, dont les potentialites therapeutiques ne 
peuvent etre exploitees que tres rarement. 

On salt qu»il a ete suggere d^utiliser en 
particulier IL-3 et certains CSF pour acc61erer la 
recuperation h6matopoietique chez des patients frappes 
d'aplasie de moelle (qui se manifeste sous I'effet d»un 
facteur pathogene endogene et/ou iatrogene) , en 
particulier a 1' issue de traitements chimiotherapiques 
ou Chez des patients ayant subi des transplantations de 
moelle. Mais 1 'utilisation de IL-3 en clinique humaine 
ou des CSFs les plus actifs (par exemple GM-CSF) se 
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heurte dans la pratique aux memes difficultes que 
1' interferon a. 

A ces inconvenients d'ordre therapeutique, 
s'ajoutent les couts extremes des traiteinents actuels a 
base de cytokines therapeutiquement utiles. Les doses 
administrees, pour autant qu'on puisse en reguler 
I'effet in vivo , sont en effet considerables par 
rapport aux doses therapeutiquement utiles, ce qui 
s'explique peut Stre par le fait que contrairement aux 
hormones endocrines, les cytokines n'agissent pas a 
distance mais seulement sur les cellules proches des 
cellules secretrices. En d'autres termes, toute 
cytokine administree n'atteignant pas les cellules 
cibles peut Stre consideree comme "therapeutiquement 
perdue", 

L' invention a pour but de rem^dier au moins en 
grande partie a ces inconvenients et difficultes. 

La possibilite de beneficier des effets 
therapeutiques de I'IFN a ou de cytokines 
therapeutiquement utiles autres que 1*IFN a, le cas 
ech^ant en doses plus r^duites, sans provoquer d* effets 
secondaires insupportables serait un pas tres important 
tant sur le plan therapeutique que sur le plan 
economique. C'est un des objectifs que 1' invention 
s'est fixe. 

Plus precisement, 1' invention a pour but 
d'accroitre I'efficacite des therapeutiques mettant en 
oeuvre un interferon ou, plus generalement, une 
cytokine ayant une valeur therapeutique et, meme, 
d*elargir les champs therapeutiques de ces cytokines 
(dont naturellement 1 • interferon) , tout en remediant en 
grande partie aux inconvenients indiques ci-dessus, 
plus particulierement en rapport avec les interferons. 

L' invention repose en grande partie sur la 
decouverte que 1 ' association de certains muramyl- 
peptides a une cytokine susceptible de presenter un 
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effet therapeutique chez I'hoiinne rendait desormais 
possible 1 'utilisation de certaines de ces cytokines en 
clinique humaine a des doses efficaces, ce qui ne 
pouvait auparavant etre envisage serieusement, et dans 
le meilleur des cas (par exexnple cas de 1 ' interferon) 
ouvrant la voie a des gammes de traitement 
therapeutique pour des indications cliniques en nombre 
et en effacite considereUDlement plus importants. II a 
en effet ete constate que ces muraiayl -peptides 
permettaient egalement d'induire la synthese in vivo 
d'autres cytokines qui n'apparaissent pas, tout au 
moins a des taux decelables, a la suite de 
1 'administration seulement de I'un des deux elements, 
interferon et muramyl -peptide, d'ou par consequent, un 
elargissement des spectres d'activite therapeutique des 
cytokines et des muramyl -peptides. Parmi les cytokines 
induites, on mentionnera plus particulierement, 
1 • interleukine 6 (IL-6) , de G-CSF et, d'un antagoniste 
(IL-1 RA) du r6cepteur de 1 ' interleukine I. Qui plus 
est, les administrations associees de certains 
muramyl -peptides et de 1' interferon a (IFN a) 
permettent la production des effets recherchds en 
utilisant des doses sub-optimales de cytokine, 
notamment d'IFN a, grace a la potentialisation des 
effets benefiques de la cytokine, mais en l»absence 
d' induction des cytokines indesirables, notamment de 
IL-1, de TNF ou d'IL-8. 

L' invention concerne done plus particulierement 
une association d'au moins une cytokine avec aii moins 
un muramyl-peptide choisi parmi ceux qui, lorsqu'ils 
sont administres in vivo en association avec un 
interferon, induisent egalement la production accrue in 
vivo d'un antagoniste IL-I ra du recepteur de 
1 • interleukine I et, de preference, n' induisent pas un 
accroissement des cytokines IL-1, TNF et IL-8. 
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De preference, on utilise plus particulierement 
ceux des muramyl-peptides qui, repondant aux conditions 
mentionnees ci-dessus, induisent egalement, lorsqu'ils 
sont administres avec un interferon, une synthese 
accrue in vivo de IL-6 ou de G-CSF, ou de preference 
les deux a la fois. 

L' invention n'est pas limitee a 1 'association d'un 
interferon (a, jS ou 7) a un tel muramyl-peptide. Les 
interferons peuvent egalement etre remplaces par 
d'autres cytokines particulierement par celles ci- 
dessus identifiees a titre d'exemple. En d'autres 
termes, 1' invention decoule de la capacite de certains 
mur amy 1 -pep tides, lorsqu'ils sont administres en 
association avec une cytokine : 

- a potentialiser I'activite biologique de la 
cytokine consideree permettant aussi d'obtenir les 
effets recherches aprfes administrations de doses 
plus faibles que celles considerees actuellement 
comme therapeutiquement n6cessaires. 

- a ne pas favor iser et eventuellement meme inhiber 
1' induction in vivo par cette cytokine des 
facteurs limitants ses possibilites d' applications 
th^rapeutiques comme il a ete observe dans le cas 
de 1 'association avec I'IFN et, le cas echeant et 
simultanement ; 

- h induire la production in situ , d'une part, 
d • inhibiteurs de ces facteurs limitants, par 
exemple IL-1 RA et, notamment lorsque la cytokine 
consiste en un interferon, le r6cepteur soluble du 
TNF (STNF-R) et, d' autre part, la secrdtion 
in situ par les cellules competentes du systeme 
lymphoides de cytokines, par exemple IL-6 et G-CSF 
dans le cas des interferons, qui permettent alors 
1 ' 61argissement du spectre d* action de la cytokine 
de 1' association administree. 
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L' invention concerne done toute association 
mettant en oeuvre une ou plusieurs cytokines et un 
muramyl-peptide selectionne en raison de sa capacite a 
ne pas induire et mime a inhiber chez I'homxne la 
secretion par ses cellules competentes des mediateurs 
biologiques tels IL-1 et/ou IL-8 et/ou TNF, ou a tout 
le moins a inhiber leurs effets. On connait en effet le 
role hautement vraisemblable de ces mediateurs dans les 
effets secondaires lies a 1 ' administration de certaines 
cytokines. La capacite du muramyl -peptide a 
potentialiser 1' action de la cytokine tout en 
protegeant I'hote centre 1* induction des cytokines ou 
d'autres mediateurs nuisibles peut, dans chaque cas, 
dtre verifiee par des essais comparatifs in vivo , de 
preference chez I'homme, faisant intervenir, d'une 
part, la cytokine choisie seule et, d' autre part, une 
association de cette cytokine avec le muraroyl -peptide 
choisi, et la detection et la mesure sur une base 
comparative (par exemple dans des dosages RIA ou ELISA 
utilisant les anticorps appropries) des taux des 
cytokines induites etudiees. Les resultats 

susceptibles d'etre obtenus sont illustres de faqon 
bien entendu non limitatives dans les exemples qui 
suivent appliques a 1' interferon a exposes plus loin. 

De preference, les cytokines utilisees seront 
tou jours des cytokines d'origine humaine. II convient 
de souligner que cette expression doit etre entendue 
comroe couvrant, outre les cytokines naturelles 
d'origine humaine (on ne peut alors meconnaitre les 
difficult^s qu'implique leur isolement en quantites 
adequates) , les cytokines recombinantes correspondantes 
produites par des techniques de g6nie gen6tique, 
c'est-a-dire de cytokines ndanmoins caracterisees par 
des sequences en acides amines identiques a celles de 
ces cytokines naturelles, ce qui n'exclut ndanmoins pas 
de sequences en acides eunines equivalents differant des 
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precedentes, notaroment par des substitutions, addition 
ou deletions d'acides amines n'entrainant ni des 
modifications substantielles des proprietes 
caracteristiques des cytokines recombinantes a 
"sequences identiques", ni 1* apparition de proprietes 
nuisibles (par exemple inductions d'anticorps chez 
1 •bote humain) • 

De preference les muramyl-peptides mis en oeuvre 
dans 1' invention sont des muramyl-peptides, notamment 
choisis parmi ceux qui sont caracterises par la formule 
generale suivante : 




P 



R - CH - CX) 4 X 4 NH - CH - CX>-R7 

I 

(C»Z)2 
I 

CORS 



dans laguelle le groupe R est un hydrog&ne ou un groupe 
methyle ; X est L-alanyle, L-leucyle, L-isoleucyle, L- 
valyle, L-thr6onyle, L-(N-methyl)- alanyle et R7 et Rg 
sont independanunent I'un de 1< autre, des groupes 
hydroxyle, amino, 0(CH2)xH avec x=l, 2, 3, 4ou5ou 
des groupes peptidigues conprenant de 1 ii 3 r^sidus 
d'acides eunlnes, de preference l^vogyres. 
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Une categorie de muramyl-peptides preferes sont 
ceux dans lesquels : 

- R = CH3, 

- X est L-alanylc ou L-threonyle, 

- Rj est un groupe OCCHz)^. H, avec x' - 1, 2, 3 ou 4, 

- Rg est un groupe amino ou un groupe 0(CH2)x»»H, avec x" 

= 1, 2, 3 ou 4. 

Des muramyl-peptides particuliferement preferes 
sont const itues par le murametide (R = CHj, X = L-Ala, 
R7 = OCH3 et Rb = NH2r le murabutide (R = CH3, X = L-Ala, 
R7 = OnC4H9 et Ra = NH2) et enfin le muradimdtide (R = 
CH3, X = L-Ala, R7 = Rs = OCH3), et le cas echeant leurs 
homologues dans lesquels le residu L-alanyle de leur 
groupe peptidique est remplace par un groupe threonyle. 

II va de soi que les prec6dentes classes de 
muramyl-peptides a caractere hydrophile ne sont 
nullement limitatives. Des muramyl-peptides lipophiles, 
tels que cexix decrits dans le brevet fran9ais 
n' 8407340, peuvent egalement etre mis en oeuvre dans le 
cadre de 1' invention* 

II va enfin de soi que I'on peut aussi avoir 
recours a tous autres muramyl-peptides adjuvants 
porteurs de substituants en les positions 1, 4 ou 6 du 
groupe . saccharidique, des lors qu'ils auraient les 
memes effets favorables que les muramyl-peptides 
preferes mentionnes plus haut. 

On remarquera enfin que 1' expression "association" 
n'implique pas que la cytokine et le muramyl -peptide 
choisis soient necessairement administres a I'hote 
humain en melange ou de fa9ons simultanees. Elle 
s'etend egalement a toute utilisation ou presentation 
impliquant leurs administrations a des intervalles de 
temps non nuls, etant neanmoins entendu que ces 
intervalles doivent etre suffisamment courts pour 
autoriser les interactions mutuelles des deux 
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constituants de 1 'association dans les conditions sus- 
indiquees. 

Ce type d' association mettant en oeuvre 
interleukines et murainyl-peptides est efficace quand 
les interleukines sont administrees aux doses 
suivantes : 

- pour 1' interferon : 

0,05 MU/kg/jour h 10 MU/kg/jour, et de preference 0,5 
MU/kg/jour a 5 MU/kg/jour, une dose optimale etant de 1 
MU/kg/jour a 5 MU/kg/jour. 

A titre d • indication , 1 • activite specif ique de 
I'IFN utilise est de 4 a 8 Ul/mg de prot6ines, 

- pour l'IL-2 : 

0,3 MU/kg/jour a 10 MU/kg/jour, de preference entre 1 
MU/kg/jour et 2 MU/kg/jour, sachant que 1' activite 
specif ique de l»IL-2, notamment commercial is6e par la 
societe Cetus sous le nom de Proleukin, est de I'ordre 
de 10 millions d'UI par mg de proteines. 

- pour le GM-CSF, les doses prefer6es sont de 1 a 25 
Mg/kg et par jour et mieux encore de 5 a 10 ^g/kg et 
par jour. 

- les muramyl -peptides, notamment le Murabutide, etant 
administres a des doses de I'ordre de 10 a 350 /xg/kg/j 
et de preference 50 a 200 Mg/kg/j ; dose de 100 /ig/kg/j 
est dans tous les cas associee a des doses sub- 
optimales ou optimales de cytokine. 

D • autres caracteristiques de 1 ' invention 
apparaitront encore a la faveur des exemples non 
limitatifs decrits ci-aprfes. 

Au cours d'essais cliniques effectues chez des 
volontaires humains sains, de 1*IFN a 2a (interferon 
Roferon A dose a 3 MU/ml commercialise par Roche sous 
la marque ROFERON A, a ete administre en association 
avec des muramyl -peptides, en particulier le murametide 
et le murabutide. II a ete montr6 : 
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a) que la secretion de Neopterine qui est le marqueur 
biologique reconnu signant 1 ' activite 
iromunostimulante de I'IFN etait tres fortement 
augmentee, suite a des administrations de doses 
sub-opt imales d'IFN, associees a des doses de 
Murabutide ou de Murametide ; il en est de meme de 
I'antagoniste du recepteur de l'IL-1 (IL-1 RA) 
dont I'IFN seul induit faiblement la synthese qui 
est augmentee considerablement par 1' addition de 
muramyl -peptides montrant ainsi une activite 
synergique entre IFN et les immunomodulateurs 
synth6tiques ; ceci est egalement vrai pour le 
recepteur soluble du TNF (STNF-R) ; 

b) que les sujets recevant 1 'association montrent une 
augmentation significative du nombre de cellules 
de la lignee blanche par rapport au groupe traite 
par IFN ; 

c) qu'il apparait, dans le plasma des sujets traites 
par 1' association, des mediateurs de I'immunite : 
Interleukine 6, G-CSF, alors que I'on n' observe 
1» induction d'aucun des mediateurs pyrog6nes et 
inflammatoires principaux, plus particuli^rement 
des cytokines IL-1, IL-8 et TNF- 

Ces constatations reposent plus particulierement 
sur les resultats des essais qui suivent. 

PREMIERE SERIE D« ESSAIS : injection sous-cutanee 
de melanges d» interferon a-IPN-a-2a avec soit le 
Murabutide, soit le Murametide : 

Des sujets sains subissent une serie de tests afin 
de demontrer leur capacite a etre inclus dans I'essai. 
lis resolvent par la voie sous-cutanee les melanges 
decrits dans le tableau I suivant de Murabutide (MUB) 
ou Muram6tide (MUM) avec de 1* Interferon a 2a (IFN a)- 
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Tableau I 



IFN-a 

AMUB 
BMUM 




3x lO^U 


10^ U 


3x lO^U 


6x Vfi 


0 


A 35 


AI 


AD 


Am 


AIV 


AV 


T6moin A35 


A 100 UK/Ke 


AVI 


Avn 


Avin 


A IX 


AX 


T^oin A 100 


B 35 ujs/Kr 


BI 


Bn 


Bm 


BIV 


BV 


Ttoidn B35 


B 100 ue/Ke 


BVl 


Bvn 


Bvm 


BDC 


BX 


T6noin BlOO 


0 


Tdmoin 
BFN 10* 


IRJ3xI05 


Tdinoin 
IFNIO* 


Timoin 
IFN3X 10* 


Tdnoin 
1FN6X 10* 


Plaodw 



Les sujets sont suivis pendant les trois jours 
suivant 1 • administration de I'IFN et/ou des muramyl- 
peptides et 1' ensemble des tests et des examens 
necessaires a la realisation d'un essai de phase I sont 
ef f ectues* 

En particulier les examens suivants sont pratiques : 

Analyse hematologique avec comptes de globules 
blancs au moment de 1* injection puis aux temps 6h, 12h, 
2 Ah, 3Sh, 60h et 72 heures apres injection. 

Des echantillons de sang sont preleves avant 
1' injection et 6h, 24h et 48 heure apres 1 'injection, 
pour recueillir le serum afin d'effectuer les dosages 
de Neopterine, Interleukine 1,6 et 8 G-CSF, IL-1 RA et 
de TNF-a. 

Les comptes leucocytaires sont effectues dans une 
compteur automat i que de cellules COULTER COUNTER. 

Les echantillons de sang pour les dosages dans le 
senim sont centrifuges a 4'C St 3000 rpm pendant 10' 
juste apres le prelevement. Les serums sont stockds a 
-20 'C, Les comptes leucocytaires et les dosages de 
Neopt6rine et de cytokine sont effectues en utilisant 
des kits commerciaux. 

RESULTATS DES EXAMENS ET DES TESTS 
1) Effets secondaires : 

Les effets secondaires qui ont ete repertories au 
cours des essais (tels que migraine, fievre et douleurs 
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articulaires) ont et6 tres moderes. En particulier, les 
effets de type syndrome grippal observes aux fortes 
doses d'IFN 3M et 6M d' unites ne sent pas augmentes par 
la combinaison avec les muramyl-peptides bien qu'il y 
ait une forte augmentation de I'activite biologique de 
I'IFN et apparition d'un profil modifie de cette 
activite avec synthase de nouveaux mddiateurs 
biologigues. 

2) Comptes leucocytaires : 

Les neutrophiles sont les cellules qui sont les 
plus affectees par des traitements leucopeniants. C'est 
la baisse du taux de neutrophiles qui est responsable 
de la baisse des defenses immunitaires non specifiques 
Chez les sujets soumis a la radioth6rapie ou a une 
chimioth^rapie cytotoxique et/ou my61otoxique. Pour 
simplifier la lecture, seuls done les comptes de 
neutrophiles ont et6 donn6s a I'heure ou leur variation 
est la plus notable. 
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Tableau II 



Augmentation du nombre de neutrophiles chez les 
volontaires sains apres administration de 1 ' association 
muramyl-peptides-IFN a. 



EFN-aadministrt 
(Nombre d'unil6s) 


Muramyl pqidde adnunisot 
Cjmncs6 Lost (US/Kg) 


No. 


Compte des neutrophiles 
% liene de base * 


oo 


Murabutide 
Muramedde 


100 
100 


6 
4 


ZOO X HJ 

279 ±67 


Ix 1(P 
Ix 105 


Murabutide 


0 

100 


6 
6 


143 ±34 
265 ±61 


3x 10^ 
3x 10* 


Murabutide 


0 

100 


6 
6 


169 ±47- 
292 ± 112 


Ix 10* 
Ix 10* 
Ix 10* 


Murabutide 


0 

100 
100 


6 
6 

6 ^ 


147 ± 42 
207 ±46 
232 ±78 


3x 10* 
3x 10* 
3x 10* 


Murabutide 


0 

100 
100 


6 
6 
6 


144 ± 19 
252 ±59 
255 ±96 


6x 10* 
fix 10* 
6x 10* 


Murabutide 
Muramedde 


0 

100 
100 


6 
6 
6 


191 ±75 
226 ±74 
298 ±71 



a: Representent les valeurs les plus elevees observees 

pendant 24 heures apres 1 'administration, 
b: moyenne ± deviation standard. 



3) Dosages de la Neopterine : 

Les dosages sont effectues sur les serums preleves 
au temps 0, 24h et 4 8 heures. Un kit RIA 
(Radio Immuno Assay) (Behring Diagnostic, France) est 
utilise. Les resultats sont exprimes en nanomoles/ml , 
les valeurs normales varient de 4 a 9 nanomoles/ml . 
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Tableau III 









iFNa 








inurixnyi 
peptide 


T 


0 




SxlO^u 


10^ u 


SxlO^u 


6xl0^u 


0 


0 
24 
48 


PUcebo 
6,00 t 0,80 
5,50 ± 0,40 
5,20 ± 0,40 


T£momIFN 
6,03 ± 138 
9.02 ± 2,75 
9,43 t 2,11 


TcmoinlFN 
5,78 ± 2,03 
1031 ± 230 
1130 ± 137 


TdnoinlFN 
3,26 ± 0,85 

9.72 ±2,90 


TdnoinlFN 
332 ± 0,73 
1439 ± 238 
14.80 ± Z22 


TtooiniFN 
4,87 ± 230 
20,95 ± 3,73 
18,73 ± 2.62 


MUB 


0 
24 
48 


NT 


NT 


AH 
3,23 X l,UD 
9,78 ± 1,18 
10.67 ± 3.41 


Am 

5,06 ± 0,77 
13.00 ± 3,62 
12,41 ± X90 


AIV 
436 ± 034 
1731 ± 2,03 
18,01 ± 336 


AV 
531 ± 0.73 
22.61 ± 3,94 
2130 ± 635 


MUB 


0 
24 
48 


T6noinMUB 
637 ± 0,99 
733 ± 0,75 
8,22 1 139 


AVI 
5,97 ± 1,78 
1130 ±3,64 
11,76 ±4.87 


AVD 
4,91 ± 0,96 
12,43 ± 2,67 
13.42 ± 2,75 


Avm 

3,83 ± 0,82 
20.11 ±6,73 
18J3 ± 6.92 


ADC 
4,14 ± 0,49 
19,45 ± 4,09 
19.18 ± 4.00 


AX 
5.85 ± 0.68 
29,14 ± 0.97 
28.29 ± 0.92 


MUM 


0 
24 
48 


NT 


NT 


NT 


Bin 

4,42 ± 0,70 
12,48 ± 1,89 
1234 ± 2.41 


BIV 
5.67 ± 0,70 
1636 ± 1,89 
1436 ± 3,47 


BV 
4,61 ± 130 
21,17 ± 2,17 
1833 ± 233 


MUM 
lOO)i(yKf 


0 
24 

a 


limom MUM 
5,43 t OM 
7,14 ± IjOO 
739 ± 137 


NT 


NT 


BVI 
530 ± 1,95 
1633 ± 2.13 
14.49 ± 4,72 


Bvn 

639 ± 1.62 
20.78 ± 2,90 
2033 ± 4.18 


Bvm 

4.06 ± 0,17 
18,41 ± 2,60 
16,10 ± 2.74 



On voit sur ce tableau qu'au temps 0 tous les 
sujets ont des taux normaux de Neopterine, que les 
sujets n'ayant re^u qu'un placebo ont un taux constant 
de Neopterine et que le Murametide, ou le Murabutide i 
la dose de 100 Mg/Kg n' influencent pas le taux de fa<?on 
significative. 

Aux doses les plus faibles d • Inter feron , 
1' association avec les muramyl -peptides permet 
d'obtenir des augmentations signif icatives du taux de 
Neopterine. A la dose la plus forte, le Murabutide 
administre a 100 /ig/Kg permet certes aussi d'obtenir 
une augmentation significative, mais beaucoup plus 
faible que celle observ^e avec 1' association. 

4) Dosages de I'antagoniste du recepteur de l'IL*l 
RA) : 

Les dosages effectues sur les scrums des sujets 
ayant regus 10* unites d'IFN a sont rapportes dans le 
tableau suivant (tableau IV) et on voit un effet tres 
fort de 1 ' association muramyl-peptide et Interferon 
(ici aussi kit British Biotechnology Products Ltd.). 
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Tableau IV 



Quantite d ' antagoniste du recepteur de l'IL-1 (IL-1 RA) 
presente dans le serum de volontaires sains, 6 heures 
apres 1 'administration de muramyl -peptides et d'IFN a. 



IFN-aadministrt 


Miuamvl DCDtide adminislrf 


Taux s6riques dlL-l RA 


(Nombre (Tunit^) 


Com-.-.is6 


doseOig/Kg) 


(Pe/mD+ 


0 


Miaabutide 


100 


496 ± 326* 


3x 10» 
3x 105 


Murabutide 


0 

100 


258 ± 113 
10 294 ± 16 554* 


Ix lO* 
1x10* 
1x10^ 


Murabodde 
Muramedde 


0 

100 
100 


2 093 ± 1 278 
16 093 ±1621* 
16 204 ± 1 879* 


3x10* 
3xlO« 


Murabutide 


0 

100 


7 332 + 3 215 
30 563 ±23410» 


6x10* 
6x 10* 




0 

100 


15 523 ± 6 554 
66 870 136 554* 



+: d6tectes 6 heures aprfes 1 ' administration de 

composes, les taux avant administration etaient tous 

inferieurs aux 200Pg/ml ; 
0: moyenne ± deviation standard chez les 6 volontaires 

d'un meme groupe ; 
*: taux substantiellement differents des taux induits 

par le seul IFN a (p<0, 05-p<0, 005 dans le test de 

Mann Whitney Rank) 

5) Dosages de I'lL^^e : 

Le dosage est effectue par un kit de dosage Elisa 
(British Biotechnology Products Ltd.) sur les serums 
preleves au temps 0 et apres 6 heures. Les chiffres 
expriment des pg/ml, les valeurs normales sont 
inferieures ei 6 pg. 
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Tableau V 



IFN<a administrt 


Composd 


ide adminislri 
dose (^g/Kg) 


Taux s6riques dIL-6 


(Nombre tfunilfa) 

0 
0 


Mmabudde 
Minamedde 


100 
100 


2.80 ± 1.60S 
180 


\x\V 
1 X 10* 
1x10* 


Murabutide 
Muramedde 


0 

100 
100 


2J00 ± 1.70 
15.00 ±12.00* 

3onn*moo* 


3x10^ 
3x10* 
3x10* 


Murabutide 
Muramedde 


0 

100 
100 


3.60 ± 0.40 
30.00 ±23.00' 
31.00 ±19.00* 


6x10^ 
6x10* 
6x 10* 


Murabutide 
Muramedde 


0 

100 
100 


34.00 ± 56.00 
7d.00 ± 58.00 

107.00 ± nxxT 


0 : chague 


groupe comprenait € volontaires saut ceiui 



pour le muranetide qui n'en comprenait que 4 
+: taux mesur^s 6 heures apres 1 • administration ; aucun 
taux n'a ete detecte avant 1 ' administration du 
compose detecte ; 
S: moyenne ± deviation standard ; 

*: taux substantiellement differents des taux induits 
par le seul IFN o (p<0, 05-p<0, 005 dans le test de 
Mann Whitney Rank) 

On voit sur le tableau V qu'li toutes les doses 
etudiees le Murabutide et 1' Interferon ont agi de fa^on 
synergique. 

6) Dosages du G-CSF : 

Ces dosages ont ete effectues en utilisant le kit 
de British Biotechnology Products Ltd. (cf . tableau VI) 



FEUILLE DE 
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Tableau VI 



Quantite de G-CSF presente dans le serum de volontaires 
sains avant et 6 heures apres 1 'administration de 
1' association muramyl -peptides et IFN a. 



IFN-aadministr6 
fNombre (f unitds) 


Muramvl Depdde administrf 


Taux sdriques d 


e G-CSF anr^ 


Compos6 


doscftus/Kj?) 


Ohcuie 


6heurcs 


0 
0 


Murabutide 
Muramedde 


100 
100 


<10 
61 ± 103« 


18 ±9 
73 ± 115 


Ix 10* 
1x10* 
Ix 10* 


Murabutide 
Munsnedde 


0 

100 
100 


<10 
<10 
<10 


13 ± 10 
58 ±51* 
98±81» 


3x 10* 
3x 10* 
3x 10* 


Murabutide 
Muramedcfe. 


0 

100 
100 


<10 
<10 
<10 


17 ±21 
77 ±65 
79 ±83 


6x 10* 
6x 10* 
6x 10* 


Munbotide 
Muramedde 


0 

too 

100 


<10 
<10 
12 ±15 


17 ±26 
140 ± 168 
284±425« 



*: chaque groupe comprenait 6 volontaires, sauf celui 
qui a re?u le murametide est le seul qui ne 
comportait que 4 volontaires ; 

X: moyenne ± deviation standard ; 

*: taux substantiellement differents des taux induits 
par le seul IFN a (p<0,05-p<0,005 dans le test de 
Mann Whitney Rank) 

Dans ce cas egalement on constate une activite 
synergique des muramyl -peptides et de I'IFN pour 
induire du G-CSF* 

7) Dosages du recepteur soluble du TNF (STNF^R) : 

Ces dosages sont effectues par un test ELISA dans 
le serum des sujets ayant un 6M d* unites d'IFN, A cette 
dose, il y a deji une augmentation notable du taux de 
STNF-R mais 1 ' addition de murabutide permet une 
augmentation significative de la secretion de ce 
mediateur. 
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Tableau VII 



TRATTEMENT 








IFN - a 
unit6s 


Murabudde 

(^g/Kg) 


Taux de sTNF-R dans le s^rum 
(pg^ml) 


Augmentation nette 
(pg/ml) 






Oheuie 


6 heures 




0 


100 


195128 


216165 


31137 


6x106 


0 


229137 


389195 


1591108 


6xl0« 


100 


232 1 35 


5761139 


345 1 120* 



*: signif icativement different des taux induits par 
l»IFN-a seul (p = 0,005 Mann Whitney Rank Test) 

8) Dosages de l'IL-1, IL-St TNF a : 

Ces dosages ont 6te effectu6s dans les meuies 
conditions et aucune de ces cytokines n'a pu etre mise 
en Evidence dans les serums testes. Les kits utilises 
sont tous de British Biotechnology Products Ltd. 

9) DEUXIEME 8ERIE D'ESSAIS : 

9.1. Association d*IFN et de MURABUTIDE : 

1) Administration unique chez l^homine : 
Les sujets ayant participe a !• etude ont ete 
examines pour determiner 1' influence des differents 
traitements sur 1' apparition eventuelle des signes 
cliniques suivants : mal de tete, arthralgie-myalgie, 
fievre, frissons, asthenie, nausees-vomissements. Le 
resume des observations effectuees est donne sur le 
tableau VIII. 
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o 
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o 
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Q) 

cr 















Nausee 


(0)9/0 


1/9(0.2 

1 


(0)9/0 


(0)9/0 


2/6(0.7 


0) 
C 

(0 


0/6(0) 


1/9(0.1) 


(0)9/0 


1/6(0.2) 


3/6(0.7) 


Frissons 


3/6(0.8) 


6/9(1.2) 


2/6(0.7) 


3/6(0.8) 


4/6(1.2) 


0 

u 
> 

•H 
Cm 


6/6(1.2) 


6/9(1.2) 


6/6(2.3) 


6/6(1.7) 


5/6(1.2) 


rthralgie/ 
Myalgie 


4/6(1.0) 


5/9(0.8) 


3/6(0.7) 


6/6(1.7) 


4/6(0.8) 














Mai de tete 


XX 
*^ 
in 
• 

f-4 

(0 
\0 
\ 
SO 


6/9(1.0) 


4/6(1.3) 


4/6(1.0) 


5/6(1.2) 
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On voit sur ce tableau que les effets 
secondaires observes sont a peu pres equivalents dans 
tous les groupes. Le groupe qui a regu les 6 MU d'IFN 
seul presentant un taux de frequence et d'intensite 
moyennes des effets secondaires egal ou superieur a 
tous les groupes associant IFN-a et Murabutide ; pour 
certains de ces effets, on peut observer notanunent dans 
1' association IFN(6 MU) + Murabutide une diminution de 
la frequence et de I'intensite des effets secondaires. 

Le tableau IX montre les effets biologiques 
obtenus dans les memes groupes, ces resultats indiquant 
que les effets biologiques obtenus associant le 
Murabutide ou le Murametide avec 1' interferon o a 1 MU 
sont au moins 6gaux ou sup^rieurs & ceux obtenus avec 
1' interferon a seul It la dose de 6 MU. 
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II est done tres clair d'apres ces tableaux 
que 1 • invention permet de benef icier des ef f ets 
synergiques de 1 'association Murabutide-cytokines dans 
les effets recherches sans que les effets secondaires 
soient augmentes, II faut noter que 1 'administration de 
1 MU d'IFN associe au Murabutide ou au Murametide est 
plus active que celle de 6 MU d'IFN seul. De plus, 
I'activite des 6 MU est magnifiee par 1' addition de 
Murabutide ou de Murametide mais les effets secondaires 
diminues. 

2) Administrations repetees chez I'homme : 
Des essais de phase I/IIa ont ete realises 
sur 3 groupes de 6 volontaires sains qui ont re<?u les 
traitements suivants aux jours 1, 3 et 5 : 

a) IFN-a2a(l MU) Roferon, 

b) Murabutide 7 mg 

c) 1 'association des deux immunostimulants. 

Ces traitements ont 6t€ tres bien toleres et 
en particulier aucun effet secondaire notable n'a et6 
constats Chez les sujets du groupe C meme apres la 
troisieme in j ection . 

Le potentiel therapeutide des traitements a 
ete evalu6 : 

a) en examinant les effets secondaires : 

En etudiant leur influence sur le nombre de 
neutrophiles circulants. Les resultats transcrits sur 
le tedDleau X montrent que 1 'association Murabutide + 
IFN permet d'obtenir une augmentation du nombre de 
neutrophiles signif icativement plus importante que 
celle obtenue par les immunostimulants administres 
seuls et de fagon interessante ce phenomene est aussi 
marque apres la cinquieme qu'aprfes la troisieme 
injection. 
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TABLEAU X 



Traitement 


Jour du 
Traitement 


Comptes de neutrophiles 
(% de la ligne de base) 
apres : 




3 

heures 


6 

heures 


12 
heures 


. IFN-alpha 
. Murabutide 
. IFN-alpha + 
murabutide 


1 
1 
1 


124±27 
139±26 
112±22 


122±30 
256±51 
187±70 


151120 
227146 
156160 


. IFN-alpha 
. Murabutide 
. IFN-alpha + 
murabutide 


3 
3 
3 


121±35 
133+24 
116±19 


126±54 
1B2±27 
266±112 


151+51 
176+59 
205147 


. IFN-alpha 
. Murabutide 
. IFN-alpha + 
murabutide 


5 
5 
5 


104±11 
107+19 
106±11 


117±27 
150±28 
2101103 


149121 
153123 
205156 



b) en analysant 1' influence des differents 
traitements sur 1' induction de gfenes choisis pour leur 
importance dans la manifestation de I'activite 
biologique de 1 ' interferon. Ces experiences ex vivo ont 
ete effectuees sur les cellules du sang circulant des 
sujets traites. 

Les produits des genes suivants : PKR, MxA, 
2-5 OAS, 9-27 et 15 Kd sont les mediateurs des 
activites antitumorales et antivirales de I'IFN, il est 
done important de verifier que le Murabutide associ6 t 
I'IFN permet d'obtenir des niveaux d' induction au moins 
egales a ceux observes avec I'IFN seul. 

L» analyse des mRNAs produits par les cellules 
des sujets des differents groupes a ete effectuee par 
la technique des "Northern blots" et par hybridation 
avec des sondes nucleotidiques specifiques suivant 
Schreck et al 1992, Clin, Exp. Immunol, vol. 90, p. 
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188-192. Cette etude a porte sur des cellules prelevees 
4 heures apres les traitements car c'est le temps le 
plus precoce pour observer 1' influence de I'IFN sur 
1» induction des genes sensibles a son action. 

Les resultats obtenus montrent que 
1' association Murabutide-IFN est au moins aussi active 
que I'IFN seul pour activer les genes consideres. 

L' ensemble des resultats obtenus dans les 
essais cliniques oii 1« association Murabutide-IFN a ete 
administree 3 fois a deux jours d'intervalle montre : 

- que des traitements repetes sont aussi bien 
toleres que les administrations uniques, 

- que I'activite biologique de I 'association 
se manifeste apres la troisieme 
administration avec la m§me amplitude 
qu'apres la premiere en particulier en ce qui 
concerne 1 ' augmentation du nombre des 
neutrophiles et 1' induction des gfenes 
impliques dans les activit6s antivirales et 
antitumorales . 

3) Experiences in vitro sur 1' infl uence de 
1' association Murabutide et IFN-a sur la 
synthese de m6diateurs par les monocytes 
humains : 

Du sang pr61eve a des volontaires sains a ete 
incube in vitro avec dif ferentes combinaisons associant 
le Murabutide et IMFN-a. Le Murabutide a ete utilise k 
la dose de 20 /ug/ml et I'IFN de 30 h 100 /i/ml. A 
differents temps au cours de cette incubation, des 
echantillons du sang sont pr61eves et les cellules 
mononucleees separes sur gradient de Ficoll. Le RNA 
total est extrait, purifi6 et separe par 
electrophorfese. II est ensuite analyse suivant la 
methode de Schreck afin de determiner par technique 
d' hybridation quels sont les gfenes qui ont ete induits 
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par le traiteraent. Cette technique a permis de montrer 
que des cytokines tres importantes sont produites par 
les cellules sous 1' influence de 1 'association 
Murabutide-IFN-a a cote des cytokines coitmie l'IL-1 RA, 
le STNFR2, l*IL-6 et le G-CSF dont la presence peut 
etre decelee dans le serum. Les resultats indiques dans 
le tableau XI et obtenus in vitro confirment les 
observations faites au cours des essais (decrits plus 
haut) effectues in vivo chez des volontaires sains et 
montrant la presence d'IL-1 RA, de sTNFR2, d«IL-6 et de 
G-CSF dans les serums- 

D'autres cytokines, l»IFN-7 et l'IL-12, dont 
le role de m6diateurs intercellulaires est tres 
importar^, ne peuvent etre decelees dans la circulation 
mais les techniques d* hybridation ont montre des 
quant ites elev6es de leur RNAs correspondants. Ces 
cytokines sont tres impliqu6es dans la defense centre 
les infections intracellulaires. 



TABLEAU XI 



Incubation des 
cellules 


Taux moyens des cytokines secretees 


IFN-alpha 


Murabutide 
2 0 /ig/ml 


IL-6 
pg/ml 


STNFR2 
pg/ml 


IL-1 RA 
ng/ml 






1.1±1.6 


9581290 


0.310.2 




+ 


15.5±11.3 


11711478 


7.816.0 


30 u 




1.911.7 


10981222 


3.514.6 


30 u 


+ 


460.8±330,9 


19531483 


50.8+43.8 


100 u 




1.510.6 


11501286 


5.014.5 


100 u 


+ 


400.81313.4 


14861625 


52.0155.2 
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4) Experiences in vivo chez la souris swiss 

montrant 1 * activite de 1 ' association du 

Murabutide^IFN dans un modele d e choc 
toxique ; 

Ces experiences inontrent I'effet de 
!• association du Murabutide-IFN dans un modele de choc 
toxique et, en particulier, un effet protecteur centre 
le choc endotoxique et une activite synergique avec 
1' interferon. 

L' administration de D-galactosamine avec du 
lipopolysaccharide (LPS) dans des souris swiss a pour 
propriete d'induire un choc endotoxique avec au jnoins 
70% de mortalite dans les 24-48 heures. L' effet 
prophylactique ou therapeutique du Murabutide a ete 
etudie dans ce modele afin d'evaluer son activite 
anti-inflammatoire lorsqu'il est administre seul ou en 
coiQbinaison avec IFN-a/)3. Le pretraitement des souris 
avec le Murabutide ou avec 1' interferon a//3 ne fait pas 
apparaitre un effet prophylactique a I'egard d'un 
challenge avec le melange galactosamine/LPS (Tableau 
XII). Au contraire, le pretraitement avec une 
combinaison de Murabutide et d» interferon a/j3 induit 
une protection significative avec une incidence de 
mortality de seulement 33% (centre 78% dans les 
controles) . 

L' administration de Murabutide dans les 
souris 1 heure apres 1' induction du choc endotoxique a 
un effet curatif significatif qui est bien meilleur que 
celui induit par 1 ' administration de 1' interferon ot/p. 
D' autre part, le traitement avec une combinaison de 
Murabutide et d* interferon o/)9 demontre une activite 
therapeutique hautement synergique avec pres de 80% de 
protection des souris centre la mortality due au choc 
endotoxique. 
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Les resultats montrent clairement que la 
combinaison d' interferon a/^ + Murabutide conduit a une 
diminution drastique de la mortality des souris 
eprouvees par la D-galactosamine et le LPS, que ce soit 
en prophylactique (33% de mortalite contre 75% a 81% en 
I'asbence de cette composition) et 12% de mortalite en 
therapeutique contre 30% a 73% en 1' absence de la 
combinaison IFN-a/^ + Murabutide. 

9.2. Association avec le GM-CSF ; 

Des etudes similaires a celles decrites plus haut 
ont ete realisees pour etudier 1 'association 
Murabutide-GM-CSF. Ces etudes ont ete faites in vitro 
sur les cellules de volontaires sains apres incubation 
avec les immunomodulateurs seuls ou associ6s. 

a) Analyse au niveau de RNA : 

Chez tous les donneurs testes, on a pu observer 
une induction de la synthese du recepteur de 
1 ' interf eron-7 et de la synthese de I'lL-lRA. 

b) Analyse des surnageants : 

Certaines cytokines ont ete recherchees et 
mesurees dans les surnageants (voir tableau XIII) • 
Cette analyse confirme que des quantites importantes 
d'IL-1 RA sont produites sous 1' influence de 
1' association indiquant que le Murabutide devrait 
permettre une meilleure tolerance du GM-CSF dont une 
partie des effets secondaires sont lies a des 
ph6nomenes inflaiomatoires. 

Les rdsultats obtenus dans ces experiences 
indiquent done que comme dans le cas de I'lFN, 
1 • association Murabutide-GM-CSF permet 1 • induction 
importante de mediateurs n' apparaissant pas lors des 
traitements separes. De plus, 1« induction de ces 
mediateurs indique que le Murabutide doit augmenter la 
tolerance a 1 ' administration de GM-CSF. 
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TABLEAU 


XIII 




Incubation des 
cellules 


Taux moyens des cytokines secretees 


Cytokine 
(ng/ml) 


Murabutide 
20 fig/vil 


IL-6 
pg/ml 


STNFR2 
pg/ml 


IL-1 RA 
ng/ml 






1.1±1.6 


9581290 


0.3±0.2 




+ 


15.5±11.3 


1171±478 


7.8±6.0 


GM-CSF(l) 




2. Oil. 5 


1027±624 


4. Oil. 4 


GM-CSF(l) 


+ 


34.8±25.2 


1396±341 


57.1+26.9 


GM-CSF(5) 




2.3±2.1 


1359±350 


8.7±10.0 


GM-CSF(5) 


+ 


52.8±70.9 


1970±545 


76.3i47.0 



9.3. Association avec l'IL^2 : 



1) Experience in vivo chez la sour is utilisant le 
Murametide : 

L'IL-2 a montre avoir des effets therapeutiques 
importants dans des cas de carcinomes renaux 
metastasiques et de melanomes malins. Son utilisation 
est neanmoins limitee par ses effets toxiques tres 
importants qui produisent un syndrome ressemblant au 
choc toxique qui peut etre lethal dans 25% des cas. 

Un modele murin a ete developpe chez la souris 
C3H/HeN. Des cellules de sarcome KHT sont administrees 
par la voie veineuse. Apres 4 jours et 6 jours elles 
sont traitees par : 

a) le murametide seul, 

b) l'IL-2, 

c) 1 'association des deux immunomodulateurs, 

d) un quatrieme groupe n'est pas traite. 

- Murametide en combinaison avec 1 • interleukine-2 comme 
traitement en immunotherapie pour les cancers 
dissemines : 
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L'inmunoth^rapie avec l'IL-2 a 6t6 demontree comme 
efficace dans le traitement des carcinomes 
metastatiques de cellules renales et de melanomes 
malins. En depit de son efficacite, 1 'administration 
d'IL-2 est accompagnee d'une s6rie d'effets secondaires 
de type septique qui ont limite les doses 
administrables et restreint son utilisation uniquement 
dans des centres medicaux specialises. Quand il est 
administr^ avec l'IL-2, le peptide adjuvant du 
muram^tide r6duit la toxicite de l'IL-2 chez les souris 
porteuses de tUBeurs. Les souris recevant l'IL-2 seule 
s'agglutinent entre elles et sent generalement 
inactives. Dans les etudes de survie, les souris 
recevant la combinaison d'IL-2 et du murametide 
survivent a celles recevant l'IL-2 seule. Bien que le 
murametide seul n'a aucune activite antitumeur dans la 
souris porteuse de metastases de sarcome pulmonaire, la 
combinaison d'IL-2 et de murametide est plus efficace 
que l'IL-2 seule. Ces donn^es pr61iminaires suggferent 
que le murametide peut etre utile en combinaison avec 
l'IL-2 comme moyen de reduire la toxicite de fortes 
doses de traitement a l'IL-2. 

2) Experiences in vitro sur des cellules humaines 
utilisant le Murabutide : 

Dans des experiences realisees sur des cellules de 
volontaires sains, il a 6te montre que 1 'association 
IL-2 avec le Murabutide permet d'obtenir un taux trfes 
eieve de RNA codant pour l'IFN-7 et l'IL-12. Ces 2 
cytokines sont essentielles pour 1' activite 
antitumorale. II faut noter qu'il n'y a pas de synthese 
de TNF dont la production lors de traitements par IL-2 
est responsable d'une grande partie des effets 
secondaires en particulier la cachexie. 

L' ensemble des resultats in vivo et in vitro 
obtenus indique clairement que 1 ' association du 
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Murabutide avec 1 ' IL-2 doit pennettre un ineilleur effet 
therapeutique avec moins d'effets secondaires a la fois 
parce que des doses d*IL-2 moins iinportantes seront 
necessaires et parce que le Muramedite ou le Murabutide 
diminuent les effets toxiques de l'IL-2» 

Les r6sultats obtenus montrent done ce qui suit : 
A) Notaimnent a propos de 1 ' interferon ; 

a) A des doses pour lesquelles il est incapable de 
modifier signif icativement le taux de synthese de 
Neopterine lorsqu'il est adrainistre seul, 
1« association de 1*IFN a avec le Murabutide ou le 
Murametide permet d'obtenir des taux importants de 
ce marqueur. Aux doses plus elevees d'IFN, 
1* association permet une elevation significative 
de son taux. La ne.>pt6rine etant consideree comme 
un des marqueurs principaux de I'activite de 
1» interferon au niveau des macrophages humains, 
ces r6sultats montrent done que les effets de 
I'IFN a li€s a 1' activation de ces cellules 
peuvent etre obtenus avec des doses reduites, bien 
tolerees ; une remarque similaire s* applique a 
1»IL-1 RA dont on observe des taux extremement 
eleves apres administration de 1 'association. On 
peut meme observer qu'il y a une activite 
synergique entre IFN et murabutide ou murametide 
et que I'on obtient un effet-dose, 
puisqu'approximativement un doublement du taux 
d'IL-1 RA est obtenu quand la dose d»IFN est 
doublee. I»a meme observation peut etre faite pour 
STNF-R qui est induit par IFN seul mais faiblement 
en comparaison des taux induit s par 1 'association. 

b) L' association I'IFN avec le muramyl -peptide permet 
d'obtenir des comptes leucocytaires plus Aleves 
que ceux des t^moins ; 

c) L' association des muramyl-peptides avec I'IFN a a 
de plus provoque la s6cr6tion selective d'autres 
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cytokines ou m^diateurs inonunitaires . En effet, on 
peut noter chez les sujets traites par 
1' association, qu'il y a des differences 
significatives entre leur taux serique d'IL-6, de 
G-CSF et de STNF-R et ceux des sujets traites par 
I'IFN seul ou le Murabutide seul. Par centre, on 
n' observe pas d • augmentation des taux d'IL-1, 
d'IL-8 ou de TNF a. Cet effet selectif, de 
!• association des muramyl -peptides avec 
1' Interferon sur la secretion de cytokines est 
tout a fait inattendu et particulierement 
interessant. II ne pouvait etre predit a partir 
des propri6t6s connues des deux composants 
administr^s seuls. Cette d^couverte off re des 
possibilites d' applications trfes int6ressantes . 

B) Le G-CSF est la cytokine responsable de la 
differentiation des cellules souches vers la lignee 
granulocytaire et de leur regeneration apres un 
traitement mydlotoxique et l'IL-6 et est 6galement trfes 
impliquee dans 1 'hematopoiese. Ainsi la possibility 
d'associer a I'activite de I'IFN a exogene les 
activit6s des G-CSF et IL-6 endogenes induites par cet 
IFN a exogene administre a l«h6te, constitue une avance 
therapeutique importante. En effet : 

a) cette association se fait dans des conditions 
d'effets secondaires minimums ; les doses d'IFN 
n^cessaires sont peu elev6es ; 

b) elle intervient dans des conditions beaucoup plus 
physiologiques de dosages et de disponibilit^ que 
si I'on administrait un "cocktail" des cytokines 
correspondantes ; 

c> 1« absence de secretion de TNF, d'IL-1 et d'IL-8 
est un 616itient particulierement favorable, 
d'autant plus qu'il y a secretion de STNF-R qui se 
combinant a d'eventuelles quantit6s de TNF 
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neutral iserait son action coinine le ferait IL-1 RA 
dans I'eventualite d'un quantite active d'IL-1. 
Get ensemble de donnees conduit a de nouvelles 
applications therapeutiques en medecine humaine et 
a un elargissement des domaines d' application 
therapeutique existants. En particulier : 

1. toutes les situations ou l'int6rSt therapeutique 
de I'IFN a peut desormais etre mis en evidence. 
En particulier, 1« invention permet 1' extension 
des interferons sous cette forme d' associations a 
des traitements d' affections tumorales qui ne 
sont guere envisagees a ce jour, essentiellement 
en raison de la trop grande importance relative 
des effets secondaires examines plus haut. On 
peut penser au sarcome de Kaposi la leucemie 
chronique myeloide, k diff6rents carcinomes, au 
myelome multiple, au melanome, ci diverses 
leucemies et lymphomes. L' invention permet, grace 
a I'effet de stimulation exercee quant a la 
production de cytokines th6rapeutiquement utiles, 
de reconstituer au moins en partie les systemes 
complexes biologiques physiologiques noirmalement 
impliques dans le maintien de 1 'homeostase, grace 
a 1 ' interaction de leurs constituants avec 
d'autres facteurs de regulation solubles ou 
associes aux cellules » 

2. plus particulierement les situations impliquant 
un d6ficit des lignees granulocytaire spontane, 
coinme dans le cas de syndromes mydlodisplasiques, 
ou induit par des traitements medicamenteux, 
notamment ci base de cytokines. L'un des grands 
avantages de 1 'utilisation de 1 • association 
conforme a 1' invention reside dans la protection 
de I'hdte contra les actions leucopeniantes des 
memes cytokines utilis^es seules, de sorte que 
des composes cytotoxiques mettant en oeuvre la 
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cytokine appropriee, notamment pour le traitement 
de cancers, de maladies infectieuses, ou de 
deficiences d'origine g6netique peuvent etre 
prolonges jusqu'a autoriser un effet curatif plus 
sur. En d'autres termes, 1* association permet 
soit un ralentissement de la depletion, soit meme 
une suffisante restauration du systeme 
granulocytaire (voire meme une reparation de la 
moelle) chaque fois que celle-ci est affectee par 
un traitement cytotoxique (chimiotherapie ou 
radiotherapie cancereuse, traitement du SIDA par 
1"AZT) et/ou ixnmunosuppresseur. Une association 
peut aussi etre utilisee dans des situations 
conformes h 1* invention (cytokine et muramyl- 
peptide) ou les agents cytotoxiques utilises sont 
differents de la cytokine de 1 'association, 
concurremment avec le traitement cytotoxique du 
genre en question, ou chaque fois que le 
traitement avec 1» agent cytotoxique est 
interrompu aux fins de permettre une restauration 
des phagocytes, des plaquettes sanguines et xine 
stimulation de la moelle osseuse. Enfin, 
1' invention ouvre la voie a une reconstitution 
plus rapide du systeme hematopoietique chez des 
personnes dont le systeme immunitaire avait ete 
auparavant inhibe, voire meme detruit, par 
exemple pour autoriser une transplantation de 
moelle osseuse ou plus generalement de tissus ou 
organes allogenes. 

L' induction d'IL-6 permet aussi de penser que 
1« association a un effet sur la 
megacharyocytopoiese et done sur la regeneration 
des plaquettes. Ceci a d'ailleurs ete observe 
Chez quelques uns des sujets qui ont 6te suivis 
sur deux semaines. 
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Dans le cadre de cet effet antineutropenique ou 
antileucopenique, 1* invention est egaleiaent relative a 
des compositions comportant une association d'une 
cytokine, par exemple !• interferon ou une interleukine 
en association d'une part avec le GM-CSF et, d' autre 
part, avec un muramyl -peptide et notamment un 
Murabutide ; en effet, comme nous I'avons vu, la 
cytokine a un effet therapeutique chez l*hoinme de 
diminution des txaiaeurs ou d'une infection virale, mais 
paring tous ces effets secondaire, elle confere au 
patient un neutropenie ou une leucopenie grandement 
prejudiciable. 

Le GM-CSF, quant lui, lorsqu'il est administre 
seul confere des effets secondaires de type 
inflamiaatoires tres import ants aux patierr s. Mais, il a 
egalement un offe antineutropenique ou 

antileucop6nique par 1 • augmentation du nombre de 
neutrophiles et de leucophiles dans le sang ; nous 
avons vu que le muramyl-peptide, tel le Murabutide ou 
le Murametide, repare egalement 1' effet neutropenique 
ou leucop6nique des cytokines. 

L» association du GM-CSF, d'une cytokine, par 
exemple de 1« interferon ou de l'IL-2, et du muramyl- 
peptide est done une association de trois produits : le 
Murabutide et le GM-CSF ayant un effet reparateur 
cumulatif de la neutropenie et permettant d'eliminer 
les effets secondaires du GM-CSF seul. 

C) On observe Egalement une production importante 
d'IL-1 RA et de STNF-R en 1' absence de secretion de 
TNF, d«IL-l et d'IL-8. Ceci conduit & un second volet 
d' applications. Tout d'abord vers la prevention et le 
traitement du choc septique dans lequel 1*IL-1 et le 
TNF jouent un role primordial. Les autres indications 
sont toutes celles ou il est necessaire de s'opposer a 
1* inflammation, comme dans les cas d'arthrites 
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rhumatoides ou de certaines maladies auto-immunes ou de 
maladies induites dans le cas de transplantations de 
moelle, de tissus ou d'organes, par une reaction du 
greffon centre I'hote. 

D) Naturellement 1 'association est tout aussi utile 
pour le traitement de maladies virales telles les 
hepatites chroniques C ou B ou des infections virales 
respiratoires, qu'il s'agisse d'un traitement dans 
lequel la cytokine est directement impliquee en sa 
capacity anti-virale (par exemple cas de 1 • interferon) 
ou d'un traitement de substitution ou s ' intercalant 
entre des traitements antiviraux qui doivent etre 
interrompus par intermittences (par exemple inhibition 
de la multiplication virale de HIV par I'AZT ou 
d'autres derives de nucleosides ayant une spectre 
d' action antivirale similaire) . 

D'une fagon g6nerale, 1' invention concerne done 
toute association ripondant aux critferes sus-indiques, 
contenant, le cas 6cheant, en outre un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. Sans qu'il y ait lieu de 
s'y limiter ces compositions pharmaceutiques sont 
avantageusement constituees de solutions pouvant etre 
administr^es par voie parenterale, notamment sous- 
cutanee, intraveineuse, ou par perfusion. Les muramyl- 
peptides peuvent etre administres oralement soit seuls, 
soit sous une forme galenique assurant leur protection 
(par exemple, en capsulation dans des liposomes 
capsules ou microspheres permettant le f ranchissement 
de la barriere gastrique. II en est de mime pour les 
cytokines utilisees, notamment les interferons. 

Dans le cas de 1 'association interferon et 
muramyl -peptide, les doses pr6ferees d'IFN pour une 
injection seront de I'ordre de 5 x 10* It 5 x 10* (0,05M 
a 5M) Unites internationales et les doses de muramyl- 
peptide, notamment de muram6tide ou de murabutide, sont 
de I'ordre de 10 ng a 250 ng/Kg. 
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Pour le cas des associations GM-CSF et muraiayl- 
peptides, des doses preferees seront respectivement de 

I h 25 Mg/kg de GM-CSF pour 10 ^g a 250 /xg/Kg de 
muramyl -peptides . 

II va de soi que les doses indiquees ci-dessus 
n'ont d' autre valeur que celle d'illustrer 1' invention. 

II releve naturellement du clinicien de determiner 
quelles seront les doses h associer des constituants de 
1« association, selon I'etat du patient et de 
1' affection dont il souffre. 

L' invention concerne aussi 1' association avec 
l'IL-2 qui possede des activites anti-tumorales 
reconnues, en particulier vis-a-vis des metastases du 
carcinome renal ou d'autres cancers, mais dont 1' index 
therapeutique est extremement faible, Les doses 
preferees pour une injection seraient de 1 a 10 
millions d' unites Kg/ jour d*IL-2 associ6es i de 10 fiq 
a 250 Mg/Kg de muramyl -peptides. 

A titre d » exemples suppl6mentaires , 1 ' invention 
concerne aussi les associations avec un muramyl -peptide 
du genre indiqu6, de IL-6, de IFN7 et/ou du facteur 
TGFP (abreviation anglaise de "Transforming Growth 
Factor" ou "facteur de transformation de la 
croissance") . On leur attribue une implication 
importante dans la regulation negative 
d'immunoglobulines de classe IgE, responsables de 
phenomfenes allergiques. Par "regulation negative", il 
faut entendre une reduction de la production 
d'immunoglobulines de classe IgE relativement a la 
production d'autres immunoglobulines notamment des IgA 
et IgG. L' administration de 1" association d'une ou 
plusieurs de ces cytokines en association avec un 
muramyl -peptide permet une modulation du profil des 
immunoglobulines synth6tisees par les cellules du 
systeme imraunitaire, dans un sens favorisant la 
production de IgG et IgA par rapport a celle des IgE, 
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voire meme au detriment de celles-ci. Ce resultat 
temoigne de la possibility d'utiliser 1 ' association 
conforme ^ 1« invention pour le traitement des allergies 
en th^rapeutique . 

Les doses de chacun des const ituants de 
1' association, notamment lorsqu'il s'agit de les 
administrer par voie parenterale, seraient notamment 
les suivantes, pour environ de 10 ng a 250 ng/Kg de 
muramyl-peptide : 

- de 0,05 M & 10 M d'UI d'IFN7/kg et par jour, de 
preference 0,5 M d'UI/kg/jour h 5 K d'UI/kg/jour 
et encore de preference de 1 M d'UI/kg/jour a 5 M 
d'UI/kg/jour, 

- de 0,5 Mg a 100 /ig/Kg de TGF;8, et/ou 

- de 0,1 Mg a 25 ng/^g de IL-6. 

II va enfin de soi que les revendications qui 
suivent ne peuvent qu'6tendre leurs effets a des 
compositions, qui mettraient en jeu en association avec 
la cytokine choisie, une molecule du type muramyl- 
peptide utilisable en clinique humaine ou une molecule 
qui en pr6senterait les proprietes biologiques 
essentielles. On mentionnera a titre d'exemples les 
produits suivants : 

- Nac Mur-L-Thr-D isoGln-sn glyceryl dipalmitoyle 

- NAc-Mur-L-Ala-D-isoGln-L-Ala-2 ( 1 ' , 2 • dipalmitoyl ) - 
sn-glyc6ro-3 ' -phosphoryl6thylamide (MTP-PE) ; 

- Nj (Nac-Mur-L-Ala-D-isoGln) N^-stearoyl-L-Lysine 

(Muroctasine) ou MDP-Lys (L18) ; 

- NAc-glucosaminyl-NAc-Mur-L-Ala-D-isoGln-L-Ala- 
Glyceryl-dipalmitate (DTP-GDP) ou NAc-glucosaminyl-NAc 
-Mur-L-Thr-D-iso-Gln-L-Ala-Glyc6ryl-dipalmitate ; 

- Nac-Mur-L-Thr-D-isoGln ; 

- Nac-Mur-D-Ala-D-isoGln-1, 2-dipalmitoyl-sn-glycerol 

- Nac-Mur-D-Thr-D-isoGln-1, 2-dipalmitoyl-sn-glycerol 
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- Les analogues du MDP dans lesquels le 2^ acide 
amine, la glutainine est remplacee par une Norleucine, 
et qui sont depourvus d'activite pyrogene ; 

- Les derives ou analogues (obtenus par f ractionnement 
ou mieux par synthese) de produits bacteriens 
suffisaiament depourvus de toxicite, notamment de 
pyrogenicit6, panai lesquels des endotoxines, notaaunent 
monomeres ou peptidoglycanes , capables d ' activer les 
cellules immunologiquement competentes et d'induire des 
cytokines chez I'homiae. 
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REVENDICATI0N8 

!• Composition associant, aux fins de leur 
application en therapeutique humaine, au moins une 
cytokine naturelle ou recoicODinante, de preference 
hxunaine, avec au moins un muramyl-peptide choisi parmi 
ceux qui, lorsqu'ils sont administres in vivo en 
association avec un interferon, induisent egalement la 
production accrue in vivo d'un antagoniste IL-1 RA du 
recepteur de 1 • interleukine I et, de preference, 
n* induisent pas un accroissement des cytokines IL-1, 
TNF et IL-B. 

2. Composition selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que, dans les conditions 
d ' administration susdites , lesdits muramyl -peptides 
induisent egalement in vivo une synthase accrue de IL-6 
ou de G-CSF ou des deux a la fois. 

3. Composition associant, aux fins de leur 
application en therapeutique humaine, au moins \xne 
cytokine naturelle ou recombinante, de preference 
humaine, avec au moins un muramyl-peptide choisi parmi 
ceux qui, lorsqu'ils sont administres a I'horame avec 
une cytokine therapeutiquement active mais ayant des 
effets antineutropeniques ou anti-leucopeniques, ou les 
deux a la fois, sont capables d'induire un 
ralentissement, voire meme une restauration du systeme 
granulocytaire • 

4. Composition selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le 
muramyl-peptide presente la formule generale suivante : 
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R - CH - CO -J X 4 NH - CH - CO-R7 

I 

(CH2)2 

I 

CORB 



dans laquelle le groupe R est un hydrog^ne ou un groupe 
methyle ; X est L-alanyle, L-leucyle, L-isoleucyle, L- 
valyle, L-threonyle, L-(N-in6thyl) - alanyle et et R* 
sont independaininent I'un de 1' autre, des groupes 
hydroxyle, amino, 0(CH2)xH avec x = 1, 2, 3, 4 ou 5, 

5. Composition selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que dans la susdite formule 
gen^rale: 

- R = CHj, 

- X est L-alanyle ou L-threonyle, 

- R7 est un groupe 0(CH2)x' H, avec x'=l, 2, 3ou4, 

- Rb est un groupe amino ou un groupe 0(CH2)x»H, avec x" 
= 1, 2, 3 ou 4. 

6* Composition selon la revendication 5, 
caracteris6e en ce que le muramyl-peptide est choisi 
parmi le MDP, le murametide, le murabutide, le 
muradim6tide ou un homologue de I'un de ces produits se 
distinguant de celui-ci par la substitution d'un residu 
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L-threonyle au residu L-alanyle de son groupe 
peptidigue, 

7. Composition selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracteris6e en ce que le 
muramyl-peptide est choisi parmi I'lin des muramyl- 
peptides suivants : 

- Nac Mur-L-Ala-D isoGln-sn glyceryl dipalmitoyle 

- Nac Mur-L~Thr-D isoGln^sn glyceryl dipalmitoyle 

- NAc-Mur-L-Ala-D-isoGln-L-Ala-2 ( 1 ' , 2 ' dipalmitoyl ) - 
sn-glycero-3 • -phosphorylethylamide (MTP-PE) ; 

- N2 (Nac-Mur-L-Ala-D-isoGln) N^-stearoyl-L-Lysine 
(Muroctasine) ou MDP-Lys (L18) ; 

- NAc-glucosaminyl-NAc-Mur-L-Ala-D-isoGln-L-Ala- 
Glyceryl-dipalmitate (DTP-GDP) ou NAc-glucosaminyl-NAc 
-Mur-L-Thr-D-iso-Gln-L-Ala-Glyceryl-dipalmitate ; 

- Nac-Mur-L-Thr-D-isoGln ; 

- Nac-Mur-D-Ala-D-isoGln-1 , 2-dipalmitoyl-sn-glyc6rol 

- Nac-Mur-D-Thr-D-isoGln-1, 2-dipalmitoyl-sn-glycerol 

- Les analogues du MDP dans lesquels le 2**^ acide 
amin6, la glutamine est remplac6e par une Norleucine, 
et qui sont depourvus d'activite pyrogene ; 

B, Precede pour la production d'une composition 
mettant en oeuvre une cytokine therapeutiquement utile 
Chez l"homme et pour le traitement des allergies, 
caracterisee en ce que les principes actifs de cette 
composition sont constitues par un muramyl -peptide et 
une cytokine tels qu'ils ont et6 revendiques dans I'line 
quelconque des revendications 1 a 7. 

9. Composition selon I'une quelconque des 
revendications 1 & 8 , caract6risee en ce que la 
cytokine est un interferon, notamment un interferon a 
ou un interferon )3. 

10, Composition selon I'une quelconque des 
revendications la 8, caract6ris6e en ce que la 
cytokine est un CSF, notamment un GM-CSF, 
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11. Precede pour la production d'une composition 
permettant la mise en oeuvre d'une cytokine 
therapeutiquement utile chez I'hoxnme, mais dont les 
effets secondaires sont tels qu'ils reduisent les 
possibilites d' administration de cette cytokine seule a 
I'homme, lorsgu'ils ne les interdisent pas 
completement, caracterise par 1 'association de cette 
cytokine avec un muramyl -peptide tel que defini dans 
I'une quelconque des revendications 1 a 7. 

12. Precede selon la revendication 8, caracterise 
en ce que la cytokine est une cytokine telle qu'un 
interferon, notamment un interferon a, susceptible, en 
association avec le muramyl-peptide, d'induire une 
secretion in situ , chez le patient traite, de G-CSF 
et/ou d'IL-6 et/ou d'IL-1 RA. 

13. Precede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la composition est destinee au 
traitement de cancers, de maladies infectieuses ou de 
deficiences g^netiques compensables par la cytokine 
utilisee. 

14. Precede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la composition est destinee a 
induire soit un ralentissement de la depletion, soit 
meme une suffisante restauration du systeme 
granulocytaire (voire meme une reparation de la 
moelle) , que ces affections soient d'un caractere, 
spontane ou qu'elles resultent d'un traitement 
cytotoxique, radiotherapique et/ou immunosuppresseur . 

15. Proc6d6 selon la revendication 13 ou 14, 
caract6ris6 en ce que la composition est destinee a un 
traitement mettant en oeuvre un agent cytotoxique 
distinct de la cytokine de 1 'association, cencurremment 
avec le traitement cytotoxique du genre en question, ou 
chaque fois que le traitement avec 1' agent cytotoxique 
est interrompu aux fins de permettre une restauration 
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des phagocytes, des plaquettes sanguines et une 
stimulation de la moelle osseuse. 

16 • Precede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la composition est destinee a un 
traitement visant a favoriser une reconstitution plus 
rapide du systeme hematopoietique chez des personnes 
dont le systeme immunitaire avait 6t6 auparavant 
inhibe, voire meme detruit, notamment pour autoriser 
une transplantation de moelle osseuse ou plus 
generalement de tissus ou organes allogfenes ou meme 
xenogenes . 

17* Precede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterisee en ce que la composition est destinee au 
traitement de maladies virales, qu'il s'agisse d'un 
traitement dans lequel la cytokine, notamment 
1' interferon, est directement impliquee en sa capacity 
anti-virale ou d'un traitement de substitution ou 
s ' intercalant entre des traitements conduits avec 
d'autres substances antivirales qui doivent etre 
interrompus par intermittences . 

18. Precede selon la revendication 17, 
caracteris6 en ce que la composition est destinee a 
permettre 1" inhibition de la multiplication virale de 
HIV par 1*AZT ou d'autres derives de nucleosides ayant 
une spectre d' action antivirale similaire) . 

19. Precede selon la revendication 11 ou 12, 
caracteris6 en ce que la cytokine est un interferon ou 
un CSF, notamment un GM-CSF, et en ce que la 
composition est destinee a la prevention ou au 
traitement du choc septique dans lequel 1»IL-1 joue un 
role primordial, au traitement ou a la prevention de 
processus inf lammatoires, comme dans les cas 
d'arthrites ou de certaines maladies auto-immunes. 

20. Precede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la cytokine est une IL-2, et en 
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ce que la composition est destinee au traitement de 
cancers • 

21. Precede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la composition est destinee a 
pallier les effets de medicaments inducteurs ou 
d' infections inductrices d'une synthese endogene de 
IL-1, IL-8 ou TNF. 

22 • Precede pour la production d'une composition 
mettant en oeuvre une cytokine therapeutiquement utile 
Chez l^homme et plus particulierement dans des 
traitements anticancereux a des doses conferant des 
effets secondaires importants et notamment a une 
neutrop6nie a I'etat isole, caracterise par 
1 'association de cette cytokine avec le GM-CSF et un 
muramyl -peptide tel que defini dans l*une quelconque 
des revendications 1 a ?• 

23. Precede selon la revendication 22, 
caracterise en ce que la cytokine est un interferon • 

24* Precede selon la revendication 22, 
caracterise en ce que la cytokine est une interleukine, 
notamment l'IL-2, 

25, Precede selon I'une quelconque des 
revendications 22 a 24, caracterise en ce que la 
composition est utilisable pour traiter des infections 
virales. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/FR 94/00307 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 5 A61K37/02 //(A61K37/02,37:66) 



Acconimg to fatemational Patent Qmfiotion (IPQ or to both iunon*t dusfication and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Mimmum documeatttion searched (cUshficaiioa system foUowed by dascification symbols) 

IPC 5 A61K 



Documentatioo searched other than minimum documentitiOQ to the extent ihAt such documcnii are included in the fields searched 



Electronic dau buc consulted during the imemahonal search (name of dau base ai^ wfam practical, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Qtation of document, with mdication, whm ^propriate, of the relevant pasuges 



Relevant to claim No. 



EP,A,0 228 833 (TAKEDA CHEMICAL 
INDUSTRIES, LTD.) 15 July 1987 
see the whole document 

EP.A,0 329 609 (CIBA-GEIGY AG) 23 August 
1989 

see the whole document 

EP,A,0 257 890 (TAKEDA CHEMICAL 
INDUSTRIES, LTD.) 2 March 1988 
see claims; examples 2-5 



1-6.11. 
13,20 



I- 7,9. 

II- 14,17 



I- 6,9. 

II- 13,20 



m 



Further docummti are listed in the continuation of boxC. 



Patent family membcn ar« listed in annex. 



* Spedal categories of dted documents : 

'A' document defining the general state of (he art wUch is not 

conadered to be of particular relevance 
E* earlier docummt but puKiihcd on or after the international 

filing date 

L' document which may throw doubts on pfiohty ciaiffl(s) or 
which is dted to escabliib the publication date of another 
dtation or other spedal reaaoo (as ^eafied) 

O' document refonng to an oral disdonire, use, exhibition or 
other means 

P' document published prior to the intemationaj filing date but 
later than the priority date claimed 



T* taier document publidted after the international flitng date 
or priority date and not in conflict with the mlicatioa but 
dted tp uodentand the pnndpte or theory undcxtying the 
invention 

"X' document of particular relevance; the cUitttcd invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

If' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to inv^ve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ment!, such combination being obvioua to a person sbUed 
in the ait. *^ 

'ft' documentmcmberof the same patent family 



Dau of the actual completion of the international search 



22 July 1994 



Date of mailing of the international search report 



- 1. 08. 9^ 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 8 Patentiaan 3 
NL - 22B0 HV Rijswijk 
Td. (i- 31-70) Tx. 31 651 epo nl. 

Fax (-f 31-70) 340-3016 



Authorized oflicff 



Le Cornec, N 



Form PCT/tSA/310 <Mc«i4 sbMt) (July 19f3) 



page 1 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/FR 94/00307 



C^Conanuaaon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

Ctfiegory ' CiUtion of dooanau, with uubcaaoo. where sppropnue, of me relevant pasaces 



Relevant to claim No. 



BRITISH JOURNAL OF CANCER 
vol. 63, no. 3 , 1991 
pages 399 - 403 

S.T.A. MALIK ET AL 'Therapy of human 
ovarian cancer xenografts with 
intraperitoneal liposome encapsulated 
muramyl-tri peptide phosphoethanolamine ( 
MTP-PE) and recombinant GM-CSF' 
see the whole document 

JOURNAL OF BIOLOGICAL RESPONSE MODIFIERS 
vol. 9, no. 1 , February 1990 
pages 98 - 102 

P*R. WYDE ET AL 'Muramyl peptides and 
polyinosinic-polycytodylic acid given to 
mice prior to influenza virus challenge 
reduces pulmonary disease and mortality' 

* see the whole document and 
particularly table 1* 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 112. no. 19, 

7 May 1990, Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 176682u, 

SANCEAU J. ET AL 'Secretion of 

inter! eukin-6 (IL-6) by human monocytes 

stimulated by muraroyl dipeptide and tumor 

necrosis factor alpha' 

page 554 ; column R ; 

see abstract 

& IMMUNOLOGY 

vol. 69, no. 1 , 1990 

pages 52 - 56 

ADVANCES IN EXPERIMENTAL MEDICINE AND 
BIOLOGY 

vol. 319 , 1992 
pages 253 - 263 

ICHIRO AZUMA ET AL 'Stimulation of 
host-defense mechanism with synthetic 
adjuvants and recombinant cytokines 
against viral infection in mice' 
see the whole document 

JOURNAL OF INTERFERON RESEARCH 
vol. 11, no. SUPl , November 1991 
page S162 

P. POUILLART ET AL 'In vitro 
potentiation by murametide of interferon 
antiviral activity against 
encephalomyocarditis infection' 

* see abstract 3.4 * 



1-7,10 



1-6.9 



12 



1-7,10 



I- 6,9, 

II- 13 



Fom FCT/ISA/aiO (coflUDuattoa of mtaat tbml) (July 19f3) 



page 2 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/FR 94/00307 



C^ComuMttaon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Cfttegpry ' Qtiaon of documeia. with iadiet&co, when t;»propna&B« of the relevant puu^n 



Rdevmt to dnxn So, 



JOURNAL OF INTERFERON RESEARCH 
vol. 11, no. SUPl , November 1991 
page S257 

P. POUILLART ET AL 'Comparison of the 
therapeutic effect of synthetic murarayl 
peptides derivatives on the antiviral 
activity of interferon' 

* see abstract 8.30 * 



I- 6,9, 

II- 13 



Pbna PCT/ISA/310 (oonuftuaiioa of neond ihMt) (Juty Itn) 



page 3 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



^ormition on patent Cunity meahm 



tntematM Apptication No 

PCT/FR 94/00307 



Puent document 
cited in tearch report 



Publication 
date 



Patent funily 
meinbcr(c) 



Publieaiion 
date 



EP-A-0228833 



15-07-87 



AU-B- 
DE-A- 
JP-A- 
US-A- 



601957 
3681145 
62228026 
4780313 



27-09-90 
02-10-91 
06-10-87 
25-10-88 



EP-A-0329609 23-08-89 



AU-A- 


2894389 


17-08-89 


DE-D- 


68912155 


24-02-94 


DE-T- 


68912155 


16-06-94 


IL-A- 


89248 


25-01-94 


JP-A- 


2001410 


05-01-90 


US-A- 


5137720 


11-08-92 



EP-A-0257890 02-03-88 AU-A- 7652887 18-02-88 

AU-B- 603820 29-11-90 
JP-A- 1079125 24-03-89 



Form PCT/ISA/310 <pMant fimtty umtx) (July 1993} 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demaivie Internationale No 

PCT/FR 94/00307 



A.CLASSEMEOTDEL'OBIETDELADEMANDE _ 

CIB 5 A61K37/02 //(A61K37/02, 37:66) 



Selon la dasdficaiion Internationale det hrevctx (CIB) ou i la foia iclon la classification naiionale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mmunalc consultte (systeme de claisification auvi dei tymboles de cUssement) 

CIB 5 A61K 



Documenutloa consultee autre que la documentation minimale dans la mesure oa ces documents reinvent del domainet sur lecqucli a porte la rechcrcbe 



Base de donn6es eiectronique consultte au coun dc la recherche intemaiionale (nom de la base de donnees, et n cela est rtalisatole, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Catfcgohe * Identification des documenti dt£s, avec* le cu tcheant. I'indicaiion des pasages pertinents 



no. des revesdicatioos vistes 



EP.A.O 228 833 (TAKEDA CHEMICAL 
INDUSTRIES, LTD.) 15 Juillet 1987 
voir le document en entler 

EP,A,0 329 609 (CIBA-GEIGY AG) 23 Aout 
1989 

voir le document en entler 

EP,A,0 257 890 (TAKEDA CHEMICAL 
INDUSTRIES, LTD.) 2 Mars 1988 
voir revendi cations; exemples 2-5 

-/-- 



1-6,11, 
13,20 



I- 7,9, 

II- 14,17 



I- 6,9, 

II- 13,20 



](1 Voir la suite du cadre C pour la fin de la hste des documenti 



m 



La documenti de famiUes de brevets sontindtquts m annexe 



* Cattgorics sptaiales de documents dtte 

*A' document dtfinissant I'ttat gtartral de la technique, non 

eotmdtrt oomme paniculitremflit potnent 
'E' document amtrleur» mats pubUt 4 la date de dtpOt intematicnal 

ou aprts cette date 
'L' document pouvint jeter un doutc sur une rcveodication de 

priohti ou avt pour dttmntner la date de publicatian d'une 

sutre citation ou pour une raisoo spteiile (telle qu'indiqute) 
'O' document se reftrant A une divulgation orale, iunusagCiA 

une exposttion ou tous autrcs moycns 
'P* document publiiavmt la date dedteAttntEmationali mats 

pcattiieuremeat A la date dc phoriti reveadiqu£e 



T* document ulteheur public aprts la date de dip&t international ou la 
date de priority et n'appartenenant pas A TMat de la 
technioue pertiocnt. mail dti pour oomprendre le phndpe 
ou la mtohe coutituant la base de I'invention 

'X' document particulieremcnt pertinent; Tinvention revendiqute nc pcut 
tat coosiddtc comme nouvelle ou comme impliquant une activity 
inventive par rapport au document considftrt isottakcnt 

*Y' document particutierement pertinent; ^invention revendiqute 
ne peut etre considMe comme impbquant irae activity inventive 
loreque le document est UMOdt A un ou plusieun autres 
documents de mfime nature, cette cosnbinaison etant fcvidente 
pour une pcnonne du mMcr 

'St* document qui fait parte de la meme fiuoillc de breveti 



Date A laqueUe la recherche intemationale a tu efiectivement achcvte 

22 Juillet 1994 



Date d'expAdition du prexnt report de recherche intemationate 

- 1. 08. 



Nomet 



postale dc Tadministration chargte dc la recherche intemationale 

Office Europten des Brevets, P.B. 581 S Patenttaan 3 

NL - 2280 HV Rijswijk 

Tel. (•>- 31-70) 340-3040, 'Hl 31 6S1 epo nl. 

Fax (t- 31-70) 340-3016 



FoDCtionnaire autnrisA 



Le Cornec/ N 



FonnuUln PCT/ISA/aiO (i 



fiuilli} (juiUit 1993} 



page 1 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Danaivfe IntematioRAlc No 

PCT/FR 94/00307 



C(iujte) DOCUMENTS CONSIDERE5 COMME PERTINENTS 



Cittgahe * 



IdcnlifiMtion d« documents at^, avec, le cas tehUnt, I'tiidicatioa des passages pertnenti 



ao. des revendtcatiaiu vistei 



BRITISH JOURNAL OF CANCER 
vol. 63, no. 3 , 1991 
pages 399 - 403 

S.T.A. MALIK ET AL 'Therapy of human 
ovarian cancer xenografts with 
intraperitoneal liposoftie encapsulated 
muramyl-tri peptide phosphoethanolamine ( 
MTP-PE) and recombinant GM-CSF' 
voir le document en entier 

JOURNAL OF BIOLOGICAL RESPONSE MODIFIERS 
vol. 9, no. 1 , Fevrier 1990 
pages 98 - 102 

P.R. WYDE ET AL 'Muramyl peptides and 
polyinosinic-polycytodylic acid given to 
mice prior to influenza virus challenge 
reduces pulmonary disease and mortality' 

* voir le document en entier plus 
parti culi&rement table 1 * 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 112. no. 19» 

7 Mai 1990, Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 176682u, 

SANCEAU J, ET AL 'Secretion of 

1nterleukin-6 (IL-6) by human monocytes 

stimulated by muramyl di peptide and tumor 

necrosis factor alpha' 

page 554 ;colonne R ; 

voir abrege 

& IMMUNOLOGY 

vol. 69, no. 1 , 1990 

pages 52 - 56 

ADVANCES IN EXPERIMENTAL MEDICINE AND 
BIOLOGY 

vol. 319 , 1992 
pages 253 - 263 

ICHIRO AZUMA ET AL 'Stimulation of 
host-defense mechanism with synthetic 
adjuvants and recombinant cytokines 
against viral infection in mice' 
voir le document en entier 

JOURNAL OF INTERFERON RESEARCH 
vol. 11, no. SUPl , Novembre 1991 
page S162 

P. POUILLART ET AL 'In vitro 
potentiation by murametide of interferon 
antiviral activity against 
encephalomyocarditis Infection' 

* voir abregd 3.4 * 



1-7,10 



1-6,9 



12 



1-7,10 



I- 6,9, 

II- 13 



FoimuUiia PCT/15A/3ia (tuita di U dMudfana fbuilta) (^nlUtt 1993} 



page 2 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



DcmMvkJntaaatiooale No 

PCT/FR 94/00307 



C^suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Citegohc * ldeoufic4tioa des documents citts, tvcc, le cu ecbtmt, I'indiutiflQ dei p«sAg«s pertincxUi 



RO. dcs reveadic«iiai» votes 



JOURNAL OF INTERFERON RESEARCH 
vol. 11, no. SUPl , Novembre 1991 
page S257 

P. POUILLART ET AL 'Comparison of the 
therapeutic effect of synthetic muratnyl 
peptides derivatives on the antiviral 
activity of interferon' 
* voir abrege 8.30 * 



I- 6,9. 

II- 13 



Fdnaultii* PCT/ISA/310 (tulta dt la diAUdan* teuUte) UuOltl 1992) 



page 3 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

RcDidgncnMBa niuib ma. . -dsbret de daiUct de taRvcti 



DcnaiKklmoiutioBale No 

PCT/FR 94/00307 



Document brevtt dti 
»u nppert de recherche 



DUede 
publication 



Membi«(i)de U 
finiiUe de brevet(s) 



Ditede 

publiettion 



EP-A-0228833 



15-07-87 



AU-B- 
DE-A- 
JP-A- 
US-A- 



601957 
3681145 
62228026 
4780313 



27-09-90 
02-10-91 
06-10-87 
25-10-88 



EP-A-03296D9 23-08-89 



AU-A- 


2894389 


17-08-89 


DE-D- 


68912155 


24-02-94 


DE-T- 


68912155 


16-06-94 


IL-A- 


89248 


25-01-94 


JP-A- 


2001410 


05-01-90 


US-A- 


5137720 


11-08-92 



EP-A-0257890 02-03-88 AU-A- 7652887 18-02-88 

AU-B- 603820 29-11-90 
JP-A- 1079125 24-03-89 



FaawMn FCT/ISA/llt (auHit kiBDItt to kimtt) OiiillM IM) 



